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I) INTRODUGAO

Uma das mais valiosas contribuigoes da fisico-quimica aos estudos bioldgicos
¢ a electroforese. No sentido largo da palavra, electroforese significa o movi-
mento de particulas carregadas num campo eléctrico. A técnica electroforética,
desenvolvida pelos trabalhos de Tiselius e Longsworth, permite a observacio des-
tas migragoes, a determinagao das mobilidades, a separagio de substancias que
caminham com velocidades diferentes, e a avaliagio das quantidades relativas de
cada espécie de uma tal mistura. Como as forgas eléctricas do campo exercem
apenas uma agio muito leve sobre as propriedades eléctricas da superficie de
cada particula, o método é aplicivel por exceléncia ao estudo dos biocoloides e
especialmente das proteinas.

Um dos principios bioldgicos do ser vivo é a sua adaptabilidade is modifica-
¢oes do ambiente ; na molécula proteica, este fato reflete-se pela resposta amfoté-
rica: em meio acido, a proteina reage ccmo uma substincia bisica, formando
cations (de carga positiva) ; em meio alcalino, ela se transforma em anions (de
carga negativa). Estas modificagbes processam-se instantaneamente por mudan-
¢as do pH externo, sem influir na estrutura interna da molécula.

Entre a forma positiva e a negativa da proteina existe um estado neutro onde
a carga total ¢ zero. O pH correspondente a esta neutralidade é o ponto iso-eléc-
trico, onde a mobilidade também ¢é zero. Num pH abaixo deste ponto, a pro-
teina caminha para o polo negativo, acima dele a migragao se processa em diregio
ao pole positivo. Quanto mais afastado do ponto iso-eléctrico, tanto maior sera
a velocidade de migragio numa ou noutra direcio.

O ponto iso-eléctrico é uma caracteristica estrutural da cada proteina e um
dos criterios de identidade fisico-quimica. Numa mistura de proteinas cujos pon-
tos iso-eléctricos ndo coincidem, temos a possibilidade de separar as proteinas pela
diferenca das mobilidades. O seguinte quadro exemplifica estas diferencas para
a mistura das proteinas plasmaticas humanas:
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Fratch ot Mobilidade a Ponto iso-eléc-
pH 8,6 trico
albumina »........v.... 5,94 4.6
globulina N 5,07 47 (?)
globulina Mgl Doy e 4,08 4.8
globulina B ............ 2,83 9,2
fibrinogénio ........... 213 5.4
globulina v ............ 1,02 6,4

O tratamento das proteinas neste processo é tio suave que mesmo substin-
cias instiveis como fibrinogénio ou enzimas podem ser submetidas 3 investiga-
Gao electroforética. As nossas pesquisas abrangem o estudo das propriedades
electroforéticas das seguintes substincias: ;

a) Proteinas plasmiticas de homem, cio e cavalo, e suas modifica¢ies nos
envenenamentos por peconhas. |

b) Proteinas do soro de cavalos e suas modificages no decurso da imuni-
zagao contra varios antigenos.

¢) Proteinas plasmiticas humanas e suas modificagdes por doengas.

d) Proteinas plasmiticas normais dos animais de laboratério.

e) Soros terapéuticos submetidos a vdrios processos de purificacio e con-

centracio.
f) Venenos de cobras, escorpies, aranhas e abelhas.

Como nio encontramos nenhuma descricio da electroforese em idioma por-
tugues, iniciamos a nossa publicagio com um resumo da teoria geral do movyi-
mento de particulas carregadas, dando em seguida todos os detalhes da nossa
técnica que se baseia nas recomendacoes apresentadas pelos trabalhos de Tiselius,
de Longsworth, e de Wiedemann.

II) TEORIA DO MOVIMENTO DE PARTICULAS COLOIDAIS NUM
CAMPO ELECTRICO

Uma particula de carga eléctrica constante vai se movimentar num campo
cléctrico continuo em diregio ao pélo de carga oposta. Quando a particula for
de tamanho pequeno, como os ions por exemplo, o fenémeno da MIgragio no
campo eléctrico recebe o nome de iontoforese. Neste caso, e para particulas
esféricas que se movimentam gem interferéncia pelas outras particulas, como por
exemplo em diluiGao infinita, a velocidade (v) é uma funcio da carga (q) e do
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raio (r) da particula, da forga (H) do campo eléctrico, e da viscosidade (n) do
meio onde a particula caminha.
q H

(Formula 1.)

v

Gar 1) ¢
Para particulas de forma desconhecida é melhor usar a seguinte formula:

qHD
— (Formula 2.)

L

onde D = constante de difusio da particula naquele meio
T = temperatura absoluta (.° Kelvin)
k = constante de Boltzmann.

Estas formulas sé podem ser aplicadas quando cada particula se movimenta
independente de outras particulas, num ambiente isento de outras cargas. A
mobilidade (u) que significa a velocidade da particula num campo eléctrico de
forca H=I, ¢

|

qD

¢
= (Férmula 3.)
H kT

=

A electroforese difere da iontoforese pelo fato de se caracterizar por uma
mobilidade menor do que aquela calculada pela féormula 3. A particula coloidal
cujo movimento observamos na electroforese exerce uma atragio sobre os dipolos
do solvente e sobre os ions de carga oposta que provém da dissociagio das
substancias tampdes e de outros sais presentes. A nuvem destes ions que cir-
cundam a particula carregada vai se movimentar na direcio oposta e deste maneira
diminuir a mobilidade, dependendo este efeito ralentador da forma e do tamanho
da particula coloidal que forma o nicleo, e da concentragio e carga — mas nao da
natureza quimica — destes ions na nuvem (Gouy). Quando a concentragio dos
outros ions é grande em comparac¢io com a concentragio do coloide nuclear, pode-

mos calcular a forga ionica (u) pela formula de Lews
{Formula 4.)

onde i = concentragio de cada espécie de ions
*} — valéncia de cada espécie de ions
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Nas determinacdes electroforéticas é preciso indicar sempre a forca ionica
(1) do meio usado, pois o valor numérico da mobilidade depende deste fator. O
efeito ralentador desta niivem i6nica sobre a mobilidade da particula central pode
ser calculada (segundo Gorin) & base das teorias de Helmholtz e de Freundlich e
von Smoluchowski. Assim, o sistema “coloide -+ nuvem 1onica” pode ser con-
diderado um condensador com uma camada formada pelo coloide central e outra
pelos ions de carga oposta. A distincia entre estas camadas ¢ conhecida como
a grossura da camada eléctrica dupla (Helmholtz); ela é infinita em diluicio-
infinita e diminui com o aumento da concentragio ionica quando a casca idnica se
aproxima cada vez mais do coloide nuclear. Segundo Freundlich e von Smo-
luchwski, entretanto, esta casca ionica que forma a placa externa do condensador
ndo tem limites exteriores abruptos, mas continua estendendo-se através do liquido
circundante. No lugar do condensador de Helmholtz podemos agora colocar
uma particula carregada que se circunda de um campo eléctrico. O potencial
deste campo é constituido pelo potencial electrocinético (L) que na auséncia de
sais ¢ uma fungio da carga (q), do raio (r) da particula (presupostamente
esférica) e da constante di-eléctrica (g) do solvente.

q
{ = — (Formula 5.)

E T

Combinando agora as férmulas 1. e 3. e substituindo a carga (q) pelo valor
da formula 5. vamos obter a mobilidade electroforética

T
1]

q

v
H 6arn 6nn

|

| b [—

(Formula 6.)

Esta formula corresponde aquela derivada por Debye e Hiickel para uma
particula esférica isolada de outros ions. Helmholtz calculou a seguinte equagao.

L
4N

para uma particula cilindrica com o eixo na direcio do campo eléctrico. Pode-
mos generalizar estas formulas escrevendo
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u = (Formula 8.)

onde (C) € uma constante que depende da forma da particula, mas nio do seu
tamanho. C = 4 =z para cilindros, e C = 6 = para esferas. O potencial
electrocinético depende somente da natureza da superficie da particula, e a
mobilidade fica assim independente do seu tamanho. A presenca da nuvem i0nica
vai modificar esta mobilidade por um fator que depende da grossura (d) da
camada eléctrica dupla, ou, em outras palavras, da distancia do centro eléctrico
desta niivem. Podemos calcular o potencial electrocinético resultante (TR) pela
formula

q q q d
t= — ' (Férmula 9.)

R ET E{r+d)_ er (r4d)

q r
= comq=¢( er(— -+ 1) da férmula 9.
Gt R d
vamos obter
CrRE r
= (1 4+ —) (Formula 10.)
Cn d

Quando (d) fica grande, em solugoes diluidas, a mobilidade se aproxima da
formula 8. Na derivacio de Debye e Hiuckel

Ce
e (14 =2r1) (Formula 11.)
6xn

relacionando (%) com (d) pela formula

d = — X (Formula 12.)
% 1 4 ur

Para particulas grandes onde z r» 1 a grossura (d) fica independente do
tamanho (r), um fato verificado experimentalmente por Abramson e por Mooney
que observaram que a mobilidade num campo eléctrico de particulas esféricas de
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uma emulsio cresce com um aumento do raio até atingir um valor limite acima
do qual a mobilidade se torna independente do raio. A adicio de sais nestas
emulsdes tende a igualar a mobilidade para particulas de todas as dimensoes; o
mesmo acontece quando as goticulas da emulsido sio cobertas com um filme de

proteina. O valor de (d) pode ser calculado pela formula.

il
d* = (Formula 13.)
8aNe®p

onde N = numero de Avogadro
e = carga do eléctron

u = forca ionica

Para o valor de (z) da féormula de Debye e Huckel existe uma expressio

idéntica :

EaNelpn

L |

(Formula 14.)

ek T

Entretanto, a formula 14. s6 pode ser aplicada no caso da dissociagio total.
Assim, para solucdes aquosas de sais monovalentes, a O.? C. e com (g) igual 4

constante di-eléctrica da dgua

1 3,06

% Ve

% 10-% cm onde ¢ = concentracio molar.

Para particulas esféricas podemos calcular o raio (r) pela férmula

kT

(Formula 15.)
6xnD

Um fator que ainda ndo foi considerado é a solvagio das particulas pela
aproximagio e imobilizagio parcial de dipolos do solvente. Este fator vai influir
sobre a medida da viscosidade (n) e diminui com a redugiio do potencial electro-
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cinético (L), como por exemplo ao aproximar-se do ponto iso-eléctrico, ou com
um aumento da forga ionica (u) quando hi substituigdo dos dipolos pelos ions
de carga tnica.

Pode-se deduzir que a mobilidade electroforética depende de inameros fa-
tores e que as formulas citadas servem apenas de base para a interpretagio
qualitativa das relagGes entre a constituigio da superficie e o tamanho da parti-
culs com o seu movimento num campo eléctrico. O tnico dado quantitativo
que nbés podemos obter com facilidades pelas observagdes electroforéticas é a
mobilidade aparente (“a).

onde (UR) é o efeito ralentador da nuvem de
ions e dipolos que circundam a particula. Este efeito deve desaparecer no ponto
iso-eléctrico, e as determinagdes da mobilidade na regido iso-eléctrica darao pro-
vavelmente valores que se aproximam mais da férmula calculada. Entretanto,
a carga (q) é muito pequena na regiio iso-eléctrica e o movimento € tao lento
que as determinagdes podem ficar prejudicadas pelo tempo demorado de obser-
vagao.

III) METODO ELECTROFORETICO

a) Descrigio geral do aparelho

O equipamento electroforético consiste essencialmente de uma célula transpa-
rente, colocada entre dois polos de um campo elétrico, e de um sistema optico
para a observagio do movimento das substincias na célula. Esta célula tem a
e é de corte rectangular para permitir a observagao

TS B il

forma de um tubo de
e facilitar a eliminacido do calor de Joule produzido pela passagem da corrente
na solugio. Virias secgoes que deslizam sobre faces esmerilhadas subdividem a
célula permitindo a separagio e isolamento das virias partes. Estamos traba-
lhando com 4 jogos de células:

I — Célula micro de 2 ml, para uso analitico.
II — Célula semimicro de 11 ml, para uso analitico e preparativo.

IIT — Célula semimacro de 75 ml, para uso preparativo.

IV — Célula macro de 150 ml, para uso preparativo.
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Frouea 3
Celula macro

Os vasos grandes, de cada lado da célula, contém os electrodios de prata
e cloreto de prata numa solugio de cloreto de potissio para evitar a polarizacio.

O nosso aparelho (fabricado pela Klett Manufacturing Co. New York, U.S.A.)
inclui ainda:

1) O banco optico.

2) A lampada de merciirio.

3) O tanque para o banho de temperatura constante.
4) A lente “Schlieren”,

5) O conjunto frigorifico, com serpentina de resfriamento, agitador, termo-
regulador de merctirio, e relé electronico.

6) A seringa sincronizada.

7) A midquina fotogrifica, com objetiva, fecho da objetiva, limina hori-

zontal, lamina inclinada, diafragmas, tubo optico, lente cilindrica, vidro fosco, e
chassis,

=
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b) Instalagées mecanicas

O aparelho ¢ montado sobre dois trilhos de aco de 16 ecm, com um compri-
mento de 6 m e uma distancia de 20 cm entre os trilhos. A fonte de luz é
uma lampada de 100 watt, tipo H 4, com um arco de mercurio de 1,5 x 25 mm.
A lente “Schlieren” de 10 cm tem uma distancia focal de 90 cm e forma o
{ado externo de uma das janelas do termostato, os outros lados sendo consti-
tuidos por vidros planos que ndo devem apresentar defeitos oOpticos. Estas
janelas tém que ser duplas para evitar seu embagamento pela deposicio da
humidade atmosférica. Conserva-se o espago entre as partes da janela isento
de vapor de agua pela passagem de ar seco ou por meio de vicuo. Para evitar
o enbacamento por fora pode-se usar um jacto de ar quente que impinge sobre
as faces externas das janelas. Frizamos a importancia deste ponto, pois é impres-

cindivel para a obtencio dos perfis que as lentes e janelas estejam perfeitamente

claras, transparentes e limpidas.

A lamina horizontal para observagies pelo método de Longsworth consiste
numa chapa de metal que se pode mover verticalmente por meio de uma engre-
Tagem conica e um eixo que passa em baixo da maiquina fotogrifica até outra
engrenagem que liga com um motor ao lado esquerdo do vidro fosco. O mesmo
motor inflige um movimento horizontal ao plano do vidro fosco e da chapa
fotografica, sincronizando assim os dois movimentos. A objetiva da maquina
fotografica ¢ uma lente de 5 cm com uma distancia focal de 90 em. Em frente
-da objetiva hia um fecho de sector, movido por um motor sincronizado. e um
disco com 6 aberturas diferentes que, segundo Longsworth, tem a vantagem de
eliminar todos os raios luminosos que nio fazem parte da faixa principal. No
método de Philpot-Svensson usa-se sempre a abertura circular. A lente cilin-
drica que tem uma distancia focal de 40 cm encontra-se dentro do tubo optico
e costuma ser usada com a curvatura virada para o lado do vidro fosco: a
sua posigao ¢ ajustavel na diregio do eixo optico da mafuina fotografica para
permitir a focalizacdo, e ela pode girar em redor de um eixo vertical na sua
extremidade esquerda, ligado a um parafuso externo, para ser retirado do cami-

nho Optico nas observagoes pelos metodos de Longsworth e de Lamm. A limina
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inclinada, a fenda inclinada e o fio inclinado, para uso nas observacées com a

lente cilindrica, sdo postas bem em frente ao fecho da objetiva.

&

Frcuma 4 Ficuma 5
Limina inclinada Fenda inclinadsa
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Vista geral do aparelho do lado Ja fotografia.
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c) Ligagdes eléctricas

As instalacoes eléctricas consistem no transformador (TL) que alimenta a
limpada (L) de mercirio, na bomba de vacuo (BV) para as janelas do banho,
no termoregulador e relé (TG) para a maquina frigorifica (G), no agitador
(AG) do banho, no motor da seringa sincronizada (SS), no motor do fecho
da objetiva (FO), no motor da lamina e chapa movel (LC), no relégio eléctrico
(R) e no retificador da corrente (RC) que fornece a corrente continua para a
célula através de uma série de resisténcias e medidores que servem para regular
e medir a voltagem e a amperagem do campo eléctrico. Todas as chaves, inter-
ruptores, reguladores e instrumentos estao reunidos num quadro de controle.

Ficraa 10
Fsquema das ligagles eléctricas

d) Sistema éptico

1 - Formacio das imagens.

Quando se trata de observar a migracio de um coléide opaco ou colorido,
o sistema éptico consiste apenas numa fonte de luz e num condensador que repro-
duz a imagem da célula electroforética sem aberragbes no plano do vidro fosco.
O caminho percorrido pela imagem da d#¥isa no vidro fosco num determinado
tempo, dividido pelo fator do aumento do sistema Gptico, representa a velocidade
daquela divisa na célula electroforética.
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Quando se trata, entretanto, de solugbes incolores como por exempio de
solugoes de proteinas plasmaticas, a observagio do movimento das divisas torna-
se mais complicada. Svedberg e Scott utilizaram a absorpcio dos raios de ultra-
violeta pelas solugdes proteicas, trabalhando com células e lentes de quartzo; este
processo fo1 ‘mais tarde suplantado pelos métodos de Tiselius, Longsworth,
Philpot, Svensson e Lamm que usaram as ondas do espectro visivel, aproveitando
a diferenca de indice de refragio que existe entre duas solugbes proteicas dife-
rentes. O metodo de Tiselius que utilizou dois principios de Foucault e a sua
aplicagio no processo das “Schlieren” de Toepler baseia-se na seguinte obser-
Vacao:

Imaginemos uma solugio proteica em contacto com uma solucio diferente
e que tenha um indice de refragio menor. Raios paralelos vio atravessar as.
duas solugoes sem desvios, mas um raio que passa na divisa entre as duas.
solucbes vai sofrer um desvio para baixo, para o lado da solucio opticamente
mais densa. Si houver agora um diafragma que deixe passar apenas a faixa
central e elimine todos os raios desviados, a imagem da célula que contém
as duas solugdes vai apresentar uma sombra no lugar da divisa onde falta o
raio que sofreu o desvio. Este método permite assim a observagio da divisa
entre duas solugdes de diferentes indices de refracio pela sombra obtida na
fotografia da célula através de um diafragma apropriado. O sistema optico
consiste assim numa fonte de luz visivel (L) que através do primeiro diatragma
(S) ilumina a lente de “Schlieren” (LS). A luz atravessa depois a célula
electroforética (CE) e focaliza-se no plano de um segundo diafragma (FL),
entrando na maquina fotografica pela objetiva (O) e formando a imagem no-
vidro fosco (VF).

LS i wE

CE

L

-1.---"-‘---‘--'_ - e - -

™ ™ e R T

Ficrma 11

Quando a celula contém uma solucdo transparente e opticamente homo-
génea, toda luz que passa pela célula atravessa o segundo diafragma e forma

L]
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L
ama imagem completamente iluminada da parte central da célula, Mas si a

célula contiver dois liquidos de indices de refragio diferentes que se tocam na
linha indicada (f), a luz que entra na divisa (superficie de contacto) entre as
duas solugbes vai sofrer um desvio para o lado do meio opticamente mais
denso. Como este se encontra geralmente em baixo, o desvio vai ser para baixo
e os raios de luz que sofreram esta refragio vio cair fora da segunda fenda.
O lugar da divisa vai entio ser marcado por uma faixa escura na unagem
ilummada da célula sobre o vidro fosco. O desvio que a luz sofre depende da
grossura da célula (a) e da variagio- do indice de refragio (n) com a altura
(h) da camada de liquido na célula. Medindo o desvio vertical (8) no plano
da segunda fenda, temos
dn
d=ab— (Formula 16.)
3 dh

onde (b) é a distincia entre a célula e a segunda fenda. Esta expressio limita
a aplicabilidade do método, e a precisao das observagies esta na dependeéncia da
grossura da célula, da distancia da fenda (em funcio da distancia focal da
lente “Schlieren™), e da diferenca dos indices de refracio das duas solugdes.

As condicoes sio escolhidas de tal maneira que as duas solugdes tem a
mesma composicio e concentracio de sais e que a tnica diferenca entre elas é
que a solucio de baixo contém a proteina ou mistura de proteinas que estio
sendo investigadas, emquanto que a solugio de cima nio contém proteina. A
diferenca dos indices de refragio corre assim unicamente por conta da proteina
e é diretamente proporcional & concentragio proteica. Desta maneira, o desvio
(8) pode servir de medida para a concentragio proteica na divisa. Entretanto,
a divisa nio forma um fnico plano geométrico mas consiste numa regiio onde
a composi¢ao varia gradativamente de uma solugdo para a outra. O indice de
refracio nesta regiio acompanha estas mudangas continuas conforme a altura
na célula; a relagio dn/dh vai assim variar de zero até um maximo voltando
novamente ao zero, para cada divisa.

Como todos os raios que sofrem um desvio em virtude de refragdes na
zona de contacto entre duas solu¢bes vilo passar em baixo da faixa normal
de luz que atravessa a segunda fenda sem desvio, podemos substituir esta fenda
por uma limina afiada. Conforme a posicdo desta limina vamos eliminar uma
parte dos raios desviados e obter como imagem uma faixa escura mais ou
menos larga. Com a lamina fora do campo toda a luz cai sobre o vidro fosco
dando uma imagem completa da celula sem sombras. Levantando a limina até
cortar o raio de maior desvio, vamos obter na imagem uma linha preta no
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lugar da divisa entre as duas solugges. Esta linha preta vai se alargar com
a aproximagao da lamina até a faixa normal da luz. A sombra que assim
aparece na imagem recebeu o nome de faixa “Schlieren” — nome adaptado do
trabalho original de Toepler e conservado em todas as linguas e indicando uma
interrupcio da continuidade optica. A largura da faixa *““Schlieren” esta assim
na dependéncia da posi¢io da lamina. Resumindo todas estas imagens succes-
sivas vamos obter uma figura geomeétrica que no caso ideal representa a area
da curva de Gauss.

Célula Imagens
S
I
| L o —_ y '
JEEE iy I ==l |
- -,
™ "H-8--R--0.
iy 1-
o e L, —- “gf i
R | l
Diafragma
Ficoma 12

Por razbes praticas costuma-se reproduzir -estas imagens viradas por um
angulo de 90°, da maneira que a maior extensio lateral representa a altura
da curva.

Ficvaa 13
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Esta altura depende da maior refragio sofrida que por sua vez é uma
funcio da concentragio proteica. A maneira de tirar conclusdes numéricas da
forma desta curva, ou de qualquer outra representacao dos desvios que a luz
sofre nma sua passagem através da célula, caracteriza os métodos mais usados

na interpretagio das observagdes electroforéticas.

2 — Método “Schlieren scanning” de Longsworth. (Exploracio da interrupcio de
continuidade optica.

Em combinagio com o levantamento vertical da lamina, Longsworth usa
um movimento horizontal simultaneo da chapa fotogrifica, colocada no lugar
do vidro fosco, que vai somando as varias imagens successivas. A drea assim
obtida representa a soma de todos os desvios sofridos pela luz na regiio das
duas solucdes da célula. A relacio entre o desvio e o indice de refracio na
divisa das duas solugdes foi dada na formula 16. A area total é proporcional 4
soma de todos estes desvios:

ab dn ab
dh =

fﬁdh:
g dh g

onde (g) é a constante de proporcionalidade.

( na —ny ) (Férmula 17.)

1 )] = relagiio do movimento da chapa com
e — sendo o movimento da lamina
jm m = fator de aumento da maquina foto-
grafica

A diferenca de indice de reiragio ( na — n; ) é proporcional 4 concen-
tragio (c) da substancia (proteina) dissolvida na solugio no fundo da célula.
Si (K) = incremento especifico de refragio, a saber a diferenca de indice de
refracio por unidade de substancia dissolvida, nos temos

c K =n—n

Substituindo este valor na formula 17, vamos obter

ab
fﬁdh: c K
s
g
C=—-—-——f o dh = (Formula 18.)
abK
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(Quando temos uma mistura de proteinas, os varios componentes vao caminhar
com velocidades diferentes, conforme as cargas eléctricas dos coloides no pH da
experiéncia. Vamos tomar como exemplo o caso de 3 proteinas de pontos :so-
eléctricos diferentes, mas todos abaixo do pH da experiéncia, de tal maneira
que as proteinas tem cargas negativas e vao caminhar em direcdo ao anodio.
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Ficuxa 14

Si as cargas destas proteinas estio na relagio @ > > vy vamos obter tres
curvas, com tres picos que correspondem as tres divisas entre as solugoes

(a + B 4+ y)] contra (« 4+ f), (e« + B) contra (a), e («) contra o tampdo.
No lado catdédico do tubo, onde as proteinas vao fugir do catddio, existem as

mesmas condighes e as mesmas imagens. Para diferenciar as imagens, chamamos
o lado anddico onde as proteinas caminham para cima, de lado ascendente (lado A),
e o outro lado, de lado descendente (lado D). As duas imagens, entretanto,
nio sio estritamente identicas, pois si no lado ascendente as proteinas estio
entrando no tampio, no lado descendente as proteinas vio caminhar para dentro
da solugio proteica que tem uma viscosidade e concentragio idnica maior que o
tampdo, em virtude da contribui¢io dos ions proteicos. Na preparagio da so-
lucio proteica para a electroforese, a proteina é colocada em dialise contra a
solugio tampdo até estabelecimento de equilibrio ionico entre as duas solugoes.
As concentraces electroliticas das duas soluges, entretanto, nunca siio ideénticas
em virtude do equilibrio de Donnan. Com estas diferencas de concentragao apa-
recem outras divisas que nio sio provocadas por proteinas, e que devem ser
eliminadas ou afastadas das divisas proteicas pela correcio das concentragoes
electroliticas ou pela escolha de condigdes nas quais a diferenca da velocidade
de migragio das divisas é bastante grande para permitir a separacio entre as
divisas proteicas e as outras.
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O afastamento lateral, na direcio da migracio, de cada pico de curva, da
posicio original da divisa inicial entre as duas solugbes indica a mobilidade, e
a irea em baixo da curva mede a concentragio daquela proteina que provocou
a formagdo da respectiva divisa.

O método de Longsworth é simples e rapido e pode ser aplicado para medir
pequenas diferencas de concentragio, pois a altura dos picos da curva pode
variar conforme a velocidade relativa entre a lamina e a chapa.

3 — Meétodo da escala de Lamm.

Neste método nio hi fenda, nem lamina, mas umcamente uma escala trans-
parente que se coloca perto da célula no caminho dos raios que vém da fonte
de luz. A escala é fotografada através da célula, e as suas divisdes vilo sofrer
desvios em virtude das diferentes refragoes na celula. Comparando as divisdes
desviadas, como aparecem na fotografia, com as posigdes originais, regularmente
espacadas, da escala, temos uma medida da refragio em cada ponto da célula.
Um grafico destes desvios contra a altura da célula forma uma curva que repre-
senta a posicio das divisas e as concentragdes das substancias que provocaram
estas diferengas.

O método de Lamm fornece resultados quantitativos muito exatos e serve
para observar divisas bem fracas onde as diferengas de concentragio sio peque-
nas, mas o trabalho de avaliar as curvas ponto por ponto, a partir dos desvios
sofridos pelas divisdes da escala, ¢ extremamente penoso ¢ exige muito tempo.
O maior inconveniente deste método, e também do de Longsworth, é o fato que
a migracio e a formagio das divisas niio podem ser observadas diretamente e que
é preciso justapor varias fotografias, tiradas de tempo em tempo, para poder
apreciar o progresso da separagio das fracgbes. Esta dificuldade foi comple-
tamente eliminada pelo método de Philpot-Svensson.

4 — Método de Philpot-Svensson:

O processo da formagio das imagens neste método é puramente Gptico,
permitindo a observagio direta e continua do perfil electroforético sem a neces-
sidade de movimentar laminas ou chapas fotogrificas. Ele se baseia numa com-
binacio das “Schlieren” de Toepler com um processo de Thouvert que Philpot
tinha usado para observagio das divisas que se formam na ultracentrifuga.
Svensson adaptou o método de Philpot ds observagGes electroforéticas com a
seguinte modificagio: A imagem de Philpot representa uma irea preta num
fundo branco, emquanto Svensson obtem uma linha branca num fundo preto.
Ha ainda outra modificagio que fornece uma linha preta num fundo branco.
As respectivas vantagens destas modificagdes vio ser apontadas mais tarde. O
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principio geral do método € o seguinte: A faixa de luz depois de atravessar
a célula, passa por uma fenda inclinada, colocada no lugar da limina horizontal
de Longsworth, continuando pela objetiva da méquina fotogrifica e por uma
lente cilindrica de eixo vertical que se encontra entre a objetiva e o vidro fosco.

Ficuma 15

Os ralos que vido atravessar a célula nos lugares onde nio existem divisas,
nio sofrem desvios e vdo formar uma linha vertical no vidro fosco. Porém
os raios que sio desviados pela refracio nas divisas vao atravessar a fenda
inclinada num ponto mais baixo e lateralmente deslocado, passando pela lente
cilindrica num ponto mais afastado do eixo e sofrendo porisso uma inflexio maior,
caindo a direita da linha dos raios normais da imagem no vidro fosco. Quanto
maior a refracio na célula, tanto mais a imagem do raio desviado se afastara
da linha da base dos raios normais nio desviados. A imagem representa assim
uma linha base e uma curva que corresponde a curva obtida pelos outros pro-
cessos. Os calculos sio os mesmos como antes. O desvio de cada ponto é

dn
d=ab —
dh

e a drea incluida entre a base e a curva de Gauss que representa as variagoes
da concentracio na divisa é
ab
ddh = — (na —n; )
g
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A concentragio de protemma que provocou esta diferenca dos indices de

refracio é

g
c = —_ o dh
abk

A constante de proporcionalidade (g) que no método de Longsworth de-
pende das velocidades da limina e da chapa fotogrifica, torna-se aqui uma
funcdo do angulo (#) da fenda inclinada e do fator do aumento da maquina

fotografica que inclui agora a lente cilindrica.

1
A
3 m tg @
1
& — o dh (Formula 19.)
mabKtg#

Em geral, nio hi necessidade de determinar as constantes (m,ab,) do
aparelho porque as concentragdes relativas dos componentes electroforéticos inte-
ressam mais que as quantidades absolutas; estas podem entio ser calculadas
facilmente a partir da concentraciio proteica total que se determina por dosagens
quimicas, de preferéncia pelo Micro-Kjeldahl. O incremento especifico (K) é
praticamente igual para todas as fracgdes proteicas do plasma, com excegio das
lipo-proteinas. O valor médio de (K) para plasma humano é de 0,00185 por
grama de proteina em cada 100 ml de solugiio para a linha D do espectro visivel.

A fenda inclinada tem uma forma especial, inventada por Svensson para
formar linhas finas e nitidas. A abertura da fenda ¢ vanavel entre 0 — 5 mm,
como também o angulo () da fenda com a vertical.

Ficuea 16
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Colocando uma lamina inclinada no lugar da fenda inclinada de tal maneira
que os raios desviados para baixo sdo interceptados por esta lamina, nos vamos
obter como imagem uma area escura cujos contornos correspondem 4 linha branca
obtida pela fenda. Colocando um fio inclinado no lugar da lamina, a imagem
val ser uma linha preta num fundo claro. Estas variagoes encontram aplicagoes
em alguns casos, mas o resultado é independente do método de obtencao do
perfil electroforético. O mais recomendado ¢ o meétodo da fenda inclinada se-
gundo Svensson que permite obter fotografias nitidas. Nao hia necessidade de
usar chapas ou filmes, uma tira de papel fotografico comum (Kodabromide)
é suficiente, pois bastam alguns segundos de exposigao durante os quais nao
ha movimento perceptivel do perfil electroforético.

Limina horizontal Limina inclinada

[

L= ] |

-

Fenda Inclinada Fio inclinado

Figura 17
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5 — Ajustamento do sistema Gptico.

O sistema Optico deve ser construido do melhor material, com lentes bem
corrigidas e com um minimo de aberragdes. O ajustamento do conjunto é
muito importante e deve ser feito com todo o cuidado possivel, obedecendo as

seguintes recomendagbes gerais:

1) Retirar a célula do banho. Ajustar a posiGio da fonte de luz e da
primeira fenda até formar uma imagem nitida de 25 mm de largura,
no minimo, no plano da segunda fenda.

2) Recolocar a célula, retirar a lente cilindrica € a fenda inclinada. Ajustar
a posicio da objetiva da miquina fotografica até formar uma imagem
nitida da parte central da célula no vidro fosco. Recolocar a lente
cilindrica.

3) Colocar uma lamina ou fenda horizontal no plano da fenda inclinada e
ajustar a posigio da lente cilindrica até obter uma mmagem nitida no
vidro fosco.

4) Substituir a lamina horizontal pela fenda inclinada e observar que a
imagem forme uma linha vertical nitida.

5) \Verificar a auséncia de aberragoes das lentes pelo seguinte processo:

Aberragaes horizontais

Com a segunda fenda em posigio horizontal e sem a lente cilindrica, observar
a imagem no vidro fosco de uma escala transparente de precisio que se coloca
horizontalmente no lugar da célula no banho. As divergencias das divisdes da
escala nao devem exceder de 0,04 9%, em 30 mm.

Aberragées verticais

Com a segunda fenda em posicio horizontal e bem aberta, e com a lente
cilindrica no lugar certo, observar a imagem no vidro fosco de uma escala
transparente de precisio colocada . 2rticalmente junto da segunda fenda, com as
divisdes paralelas ao eixo da lente cifindrica. As divergéncias das divisdes da
escala nio devem exceder de 0,05 % em 25 mm.

6 — Diferenca entre lamina e fenda.

As imagens formadas pela fenda consistem de uma linha mais oy menos
fina cuja grossura depende da abertura da fenda. O centro desta linha é sempre
fixo e nio depende do tempo de exposigio. A limina di como imagem uma
irea bem nitida, pois nio ha difragio na regiio da sombra, mas a posicio
dos contornns desta area varia com o tempo de exposicio. Porisso é preferivel,
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em geral, trabalhar com a imagem linear e reservar a aplicagio da lamina para
os casos onde a analise de dois picos muito proximos exige maior nitidez do
perfil electroforético.

IV) TECNICA DO EXPERIMENTO ELECTROFORETICO

a) Preparo do material

Para obter uma velocidade electroforética constante é preciso evitar variacies
dos fatores que influenciam o movimento da proteina: a for¢ca do campo
eléctrico, a viscosidade do meio, e a carga da proteina. Usamos nesta publicagio
a proteina como exemplo tipico de material que se presta para investigagoes
electroforéticas, mas as mesmas indicagoes sio validas para trabalhos com outros
coloides ou substincias ionizaveis em geral. A carga da proteina depende do pH
e para assegurar a constancia do meio, a solugio proteica é dialisada contra uma
solugio tampio até estabelecimento do equilibrio 10nico. A mesma solugio tampio
€ depois superposta na célula. O efeito de Donnan vai impedir um equilibrio
perfeito, mas este defeito pode ser corrigido parcialmente pela diluigio da
proteina dialisada com dgua distilada a raziao de 0,05 ml de H.0 para cada ml
de solugio, ou pelo uso de um tampio 1,08 vezes mais concentrado para o
liquido de superposigio. O pH da experiéncia é escolhido de tal maneira que
todas as fracées da mistura proteica caminham na mesma dire¢io, mas com
velocidades diferentes. Para substincias liabeis, usa-se o pH de maior estabili-
dade. Pode mesmo haver casos onde se recomendam duas ou mais determinacgées
electroforéticas em valores diferentes de pH. A temperatura da experiéncia ¢
geralmente entre 2 — 5.° C e tem que ser conservada constante durante toda
a electroforese, com variagées maximas de 1/10 de °C. Escolha-se de preferéncia
aquela temperatura onde as variagoes de densidade das solugdes sio minimas,
para evitar correntes de convecgio e mudangas de viscosidade.

A escolha do tampdo é muito importante pois a nitidez das curvas depende
das condigoes nas divisas, onde as variagdes de condutibilidade devem ser
insignificantes comparadas & condutibilidade total. Isto significa que a concen-
tragao proteica deve ser baixa em relagio i concentragio ionica do tampido para
que nio haja grande diferenga entre as condutibilidades da solugio proteica e
da solugdo tampdo. Também, as mobilidades das proteinas e dos ions do tampio
nio devem ser muito diferentes. Os melhores resultados sio obtidos com
tampdes cujo anion tem peso molecular elevado, para as experiéncias na regiio
alcalina das proteinas. Para as analises electroforéticas de plasmas e soros usa-
mos um tampao de veronal sodico (di-etil-barbiturato de s6dio) decinormal com
0,71 9% de oxalato de sddio e acido di-etil-barbitiirico 0,02 normal, dando um
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pH de 8,6 e uma forca ionica de 0,1. Nao se recomenda uma forga ionica
maior de 0,2 para evitar uma poténcia elevada na celula que nunca deve
suportar mais de 5 watt. A concentragao proteica que pelas razdes acima indi-
cadas deve ser a mais baixa possivel, fica na dependeéncia do sistema optico.
Para anilises de plasma ou soro pelo método de Philpot-Svensson usamos uma
concentracio em redor de 1,5 9 _de proteina, diluindo a solugio dialisada com
solucio tampio até obter uma diferenca de indice de refragio entre proteina e
tampio de 0,0030 que indica 1 — 2 % de proteina total na solugao. Tendo
o cuidado de eliminar ou afastar as falsas divisas que ndo sio provocadas por

proteinas, pode-se descobrir 0,05 mg de proteina por ml de solugio.

b) Didlise

A solugio proteica que se deseja submeter a electroforese é colocada num
saquinho de papel celofane e dialisada contra um volume 50 vezes maior de
solucio tampio que se troca por nova solugio 6 — 8 vezes durante o tempo
de dialise. Na temperatura de 2 — 4°C e sem agitagio, a dialise leva 3 — 4
dias, mas por meio de um agitador colocado dentro da proteina, este tempo
pode ser encurtado para algumas horas apenas, especialmente quando a dialise

se processa em temperatura ambiente. No caso de plasma, a solugio tampio

deve conter um anticoagulante para evitar a desnaturagio do fibrinogénio. O
progresso da diilise pode ser acompanhado por medidas conductométricas até
que a condutibilidade da solugio proteica atinge um valor estavel. A solugio
dialisada ¢é entio diluida com mais solugio tampio até o teor proteico desejado

e centrifugada para ficar limpida.

c) Preparo da célula

Damos em seguida a descrigio detalhada do processo de enchimento da célula
micro, que pode servir de base para trabalhos com as células maiores. £ de
suma importancia que as indicages sejam seguidas com todo o rigor possivel,
pois o minimo lapso pode inutilizar todo o material. A célula micro consiste
nas seguintes partes: O fundo do tubo de “U", o centro do tubo de “U"”, a
parte superior do tubo de “U”, o vaso anddico, ¢ o vaso catodico, com os
respectivos electrodios. O seguinte esquema indica os passos a seguir:

a) Passar vaselina ou outra graxa semi-solida nas faces esmerilhadas do
tubo de “U” até que cada face deslise com facilidade sobre a face oposta.
Retirar o excesso de graxa, evitando a todo custo que se suje o canal interno

do tubo de “U™".
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b) Colocar o fundo e o centro do tubo de “U” no supporte e enche-los
com a solucao proteica dialisada, diluida e centrifugada, até alguns milimetros

acima da face do fundo.

Ficuma 18 Frorea 19
Colocando o fundo Colocando o centro

Ficuea 20

Enchendo c/proteina
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¢) Deslisar o centro sobre o fundo para a esquerda ate fechar os canais

da parte do fundo.
d) Retirar por meio de uma seringa com agulha comprida a solugio pro-
teica do canal esquerdo da parte central e lavar este canal 3 — 4 vezes com

solucio tampio até eliminar toda proteina, verificando o desaparecimento da

espuma.

Fiovaa 22
Lavando com tamplio

Ficuma 21
Retirando proteina

e) Colocar a parte superior do tubo de “U” em cima da parte central
desviada, de tal maneira que os canais coincidem. Encher o canal esquerdo com
solucZo tampio e o canal direito com a solugio proteica até alguns milimetros
acima das faces esmerilhadas, tendo o cuidado de elimnar todas as bolhas de ar.
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Ficury 23 . Ficuma 24
Colocando parte supenor Enchendo com tampio
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v

Ficura 25
Enchendo ¢/ proteina

f) Firmar o fundo do tubo de “U" por meio de parafusos e a parte
central por meio das fivelas e dos pistoes moveis. Deslisar a parte superior do
tubo de “U” para a direita até isolar a parte central. A parte superior deve
ficar bem no centro do supporte com os seus canais verticalmente em cima dos
canais do fundo.

g) Lavar o canal direito da parte superior com solugio tampdo até eliminar
todos os tracos de proteina. A solugio proteica enche agora todo o fundo e o
canal direito da parte central do tubo de “U".

Ficuma 26 Ficuma 27
Retirando proteina Lavando com tampio
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h) Firmar a parte superior bem no centro com os parafusos e as molas e
colocar os vasos electrodicos, ligando seus tubos laterais a cabeca do tubo de “U”

por meio de tubos de borracha flexivel.

i) Encher o aparelho com solucio tampio até que esta transhorde pela
parte superior do tubo de “U". Lembramos que tanto a solugio proteica como
a solucio tampdo devem estar numa temperatura de 2 — 5°C no momento do

S€u Us0.

Fiouma 28
Enchendo com tampio

1) Inserir os electrodios que consistem de folha de prata corrugada e soldada
a um tubo de prata. Antes da experiencia, os electrodios sio ativados por
electrélise anadica durante alguns minutos, em solugio de cloreto de potissio
normal, usando um catodo de carviao. Depois de cada experiéncia invertem-se
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as posicoes dos electrddios; quando a cor escura desaparece, os electrodios devem

ser ativados novamente.

Ficuma 29

Pondo os electrédios

k) Injetar lentamente com cuidado pelos tubos ocos de prata de cada
electrodio 8 ml de solugio normal de cloreto de potassio que ficou conservada
na geladeira entre 2 — 5°C.

Ficura 30
Injetando solugio de KCI
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1) Com um mimmo de agitagio colocar o aparelho no banho, previamente
esfriado até a temperatura da electroforese. Reajustar o nivel da solugio tampio
nos dois lados do tubo de “U™

m) Ligar os electrodios na fonte de corrente continua, com o catodo ou
polo negativo do lado direito (lado da protema). Esperar 10 — 15 minutos
para que o aparelho atinja a temperatura do banho. Acender a lampada de
mercurio e focalizar a parte central da celula, sem fendas e sem a lente cilindrica.

n) Deslizar por meio dos ]ri~:+'n‘.~'. COm llinwf:lwmu lento e t':.‘,L:'llE:i.l'. 4 parte
central do tubo de “U™ para o centro ate estabelecer contacto com os canais
do fundo e da parte superior. E extremamente importante que esta manobra seja
executada com um maximo de cuidado para evitar a mistura entre as solugoes e
o consequente desaparecimento das divisas.

o) Levantar um pouco a lamina horizontal movel. Retirar com cuidado
pelo canal esquerdo da cabeca uma pequena quantidade de tampao por meio da
seringa automatica sincronizada, regulando o seu movimento pelo interruptor no
quadro de controle geral até que as divisas que estavam escondidas atras das
faces esmerilhadas aparecem no vidro fosco. Como as imagens estao invertidas,

a divisa ascendente (lado anddico) vai aparecer em cima. € a divisa descendente

HEH.I:.I l';itl::”“f“_] em baixo.

p) Escolher o lado que se deseja observar e cobrir a imagem do outro

lado por meio de uma mascara apropriada, colocada entre a fonte de luz e

a lente “Schlieren”. Abaixar novamente a lamina movel, colocar a fenda incli-
nada e a lente cilindrica, e verificar que as janelas do banho nio estejam emba-
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cadas. Ajustar a posicio da lampada, sem modificar a sua distancia, até que

a imagem no vidro fosco se mostre uniformemente ilumnada.

Ficuras 32

Miascara da lente

q) Observar e fotografar a curva inicial da divisa entre tampio e solucio
proteica.

Fiovmy 33 Fiouma 34

Observando p/vidro fosco Colocar

r) Ligar a corrente nos electrodios e por o relogio em funcionamento.
s) Tirar fotografias do perfil electroforetico que se desenvolve e registrar
todos os dados importantes num protocolo. (Veja modelo.)
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d) Formacao do perfil

A figura 36 mostra o progresso de uma electroforese de plasma humano,
totograiada de 10 em 10 minutos, com a separagio dos componentes da mistura
proteica que caminham com velocidades diferentes. Entretanto, as curvas nio
indicam diretamente os componentes, mas apenas a refracio da luz nas divisas.
Mas como esta rt:frm::'u- e I]:'H;"-rcfu:l::l a concentracao dos componentes, o F'f'ffi]

indica as suas posigoes na célula e, pela area em baixo de cada pico da curva,

a quantidade de cada fraccio.
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PROTOCOLO DE ELECTROFORESE
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V) ANALISE DAS OBSERVACOES ELECTROFORETICAS

a) Andlise dos tracados

A analise dos tragados ou perfis electroforeticos fornece dados que permi-
tem calcular a quantidade relativa de cada componente da mistura proteica e a
sua mobilidade no campo eléctrico. Quando as condigoes da electroforese sac
escolhidas com cuidadn, a imagem do lado ascendente deve dar os mesmos
valores que aquela do lado descendente. Neste caso, recomenda-se analisar
apenas o perfil da lado descendente. Onde nao foi possivel eliminar diferencas
maiores entre as duas imagens, recomendamos usar o lado ascendente para cal-
cular as areas, e o lado descendente para a determinagio das mobilidades. As
discrepincias entre os dois lados servem para controlar as condigoes da expe-
riéncia. As electroforeses que dio menor erro e que sio mais reproduziveis
sio aquelas onde as .divergéncias entre o lado ascendente e o lado descendente
foram eliminadas pelo acerto das concentragdes relativas das solugdes.

Para o mesmo periil, as constantes (m), (a), (b), e (#) sdo iguais, e (K)
¢ praticamente a mesma para todas as fragoes do plasma; no caso de miasturas
desconhecidas, entretanto, é preciso determinar o incremento especifico da reira-
cio por analises quimicas e refratométricas de cada fracdo. Para este fim
retira-se uma parte da fragio por meio da seringa sincronizada, submetendo o
émbolo da seringa a um movimento lento e uniforme pelo motor.

O liquido da seringa é entdo analisado por processos quimicos para deduzir
a concentracio da substancia (c). Determina-se em seguida a diferenca da
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refracio antes e depois de uma diluicio com volume igual de solugio tampio.

Si esta diferenca for /A n, teremos g

(Formula 20.)

No caso de plasma e de outros liquidos de refragio conhecida é suficiente

proceder i anailise geométrica do tragado para determinar as concentra¢ées rela-

tivas dos componentes.

b) Andlise geométrica

Esta é a parte mais trabalhosa e mais arbitraria da electroforese. Embora
cada divisa forme um pico bem definido no perfil electroforético, a avaliacio
da area em baixo deste pico encontra dificuldades quando se trata de subdividir
a area total do perfil, que corresponde a virias divisas parcialmente super-
postas, e designar aquela parte que pertence a cada divisa individual. Devemos
lembrar que os contornos desta drea individual tém uma forma correspondente
a curva de Gauss que tem dois parametros variaveis: a altura maxima e a
largura da base. Teoricamente nio ha razio para que a curva seja simétrica
em torno da altura maxima, mas na pratica encontramos (uase sempre curvas
simétricas. Passamos a indicar os virios métodos que tém sido usados para

analisar os perfis.

c) Método de Tisclius ¢ Kabat

Estes autores subdividem a drea total por ordenadas que passam pelos
pontos de infleccio da curva entre os picos. A drea assim separada em baixo

de cada pico é determinada por planimetria.

Medindo a édrea total pode-se calcular a porcentagem da cada fraccio sobre
o total. presumindo que o indice de refragio é igual para todas as iracgoes.
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Ficuma 38
Método de Tiseliug ¢ Kabat

d) Método de Pedersen

A drea total é a soma das Areas individuais formadas pelas divisas. Cada
divisa individual contribui com o seu perfil electroforético, formado por uma
area cujos contornos correspondem 4 uma curva de Gauss. Pedersen subdivide
assim a area total por varias curvas de Gauss simétricas onde as ordenadas

maximas coincidem com os picos. A drea em baixo de cada curva é -determinada
por planimetria como antes.

e) Método de Labhart

A dificuldade do meétodo de Pedersen reside na incerteza de desenhar uma
curva de Gauss quando nfio se conhecem os parametros. Labhart inventou um
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instrumento que utiliza a superposi¢io optica de curvas normais de Gauss. Um
diapositivo com curvas normais de varias alturas projeta a imagem destas curvas
em cima de uma coépia ampliada do perfil electroforético. Por inclinacio do
diapositivo ao redor de um eixo que coincide com o bisector vertical das curvas
pode-se variar a area e a base das curvas até encontrar aquela que melhor se
adapta aos contornos do perfil. A altura da curva normal usada e o dngulo de
inclinacio do diapositivo permitem calcular a area, evitando assim o uso do

planimetro.

i) Método de Wiedemann

O método de Labhart é trabalhoso e exige um aparelho complicado com
lentes sem aberracoes, além de se basear na simetria das curvas. Lembrando
que se deve esperar pequenas assimetrias nas curvas de difusio de substancias
que nao obedecem os critérios de pureza indicados por Lamm, Wiedemann usa
um método engenhoso para avaliar as areas num aparelho projetor que permite
variar a ampliacio da imagem sem diminuir a nitidez. Um diapositivo contém
16 curvas normais de Gauss, agrupadas em 4 grupos de alturas diferentes e
bissectadas verticalmente para permitir a projecio de metades de curvas normais
sobre uma c6pia ampliada do perfil electroforético. Pela variagio do grau de
aumento, tanto horizontal como vertical, da imagem fornecida pelo diapositivo
pode-se adaptar a curva aos contornos do perfil. A area total que ¢ a soma
das duas metades em baixo de cada pico ¢ dada pela formula.

F F
T — { —_ -!—- m— } 5=
ga st 11
(Férmula 21.)
B
onde — indica a drea
e
F
da metade esquerda e — aquela da metade direita da curva, sendo (s) uma
24 ;

distancia marcada no diaposi:im € :uja medida p-EI‘H‘IitE calcular o aumento da
imagem. Os valores de (F) sio tirados de uma tabela ou de um grafico.
Este método é o mais preciso entre todos e permite descobrir divisas pequenas
que nio aparecem no perfil 4 primeira vista quando o pico de sua fracgio nio
se eleva acima dos contornos da curva. (Veja por exemplo a curva da
fragio a, na Figura 39.). A anilise do perfil nas partes onde hi super-
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posi¢io de duas ou mais curvas é um processo demorado que exige a extrapo-
lagio das curvas e a corregio repetida de suas ordenadas cuja soma tem gque

dar a ordenada do perfil total em todos os pontos.

Ficuma 39
Metodo de “'iedm::m

g) Nosso método

Para evitar a possibilidade de erros oOpticos na analise pelo método de
Wiedemann que exige um aparelho projetor com lentes perfeitas, um diaposi-
tivo com curvas normais e uma tabela das areas destas curvas, imaginamos um
método puramente geométrico para analisar uma copia amphiada do perfil electro-
forético. O nosso processo se baseia na medida de dois parametros da curva
de Gauss. Examinando a formacio das curvas no perfil lembramos que elas
representam as mudancas do indice de refracio nas divisas. Uma divisa é
uma discontinuidade onde duas fases de diferentes composicoes se tocam. To-
mando como exemplo a divisa entre a fraccio da albumina e a solugio tampio
onde a tensdo inter-superficial é pequena demais para evitar a difusio das duas
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solugbes em ambas as diregbes, podemos ver que as particulas de uma solucdo
nao vao formar uma frente tinica, mas vio se distribuir dentro da outra solucio,
conforme os caminhos tragados por cada particula individual. OQuanto mais
longe da divisa que representa o grosso das particulas, menos particulas da
mesma fase vio ser encontradas e menor sera a discontinuidade, menor a variagio
da composigio e a diferenga entre os indices de refracio. Esta distribuicio em
torno da divisa obedece a probabilidade estatistica de encontrar uma particula
da primeira fase num determinado ponto dentro da segunda fase. Tracando
um grafico desta probabilidade, vamos obter uma figura como a seguinte

Ficuvma 40

onde a abcissa representa a distincia a partir da divisa, e a ordenada o niimero
de particulas (de albumina), em fracgio porcentual da concentragio na divisa,
encontradas naquela distincia. O mesmo se aplica ds particulas da fase 2 que
avangaram para dentro da fase 1. Si a probabilidade de encontrar uma parti-
cula num determinado ponto for (p) e a probabilidade de encontrar nenhuma
particula da mesma fase for (q), a formula para o desvio padrio ¢ da distri-
buigio é .

¢ = VM p q
onde (M) é o niimero total de particulas de uma fase dentro da outra. (M) é
proporcional 4 diferenca de composigio entre as duas fases e indica assim a
quantidade da albumina na fase 1, pois a presenca da albumina é o tinico fator
que diferencia a fase 2 da fase 1. (M) ¢ tambem proporcional 4 #rea em
baixo da curva total. A formula para a curva de distribuicio segundo Gauss é
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= v
< M T
X a I"IE T M
onde o coeficiente ( ———— )
cyVix

igual a ordenada maxima que é a altura (v,) da curva.

1=
e

i ‘]
-_L--q\

Ficrza 41

Neste caso, (M) é a area em baixo da curva.

M

g V2 x
dando M=y0oV2ax = 2506c y=

Ym =

(Formula 22.)

Conhecendo entido os dois parimetros ¢ e y,, podemos calcular a drea pela
formula indicada. A altura méxima (ym) de cada pico pode-se medir com
precisio, mas para achar o parametro ¢ temos que fazer uma aproximagio

s

baseada nos seguintes fatos: Consultando uma tabela das abcissas e ordenadas”

da curva normal, verificamos que a abcissa ¢ igual a ¢ para um ponto cuja
- 0,2420 _ L' X + :
ordenada é 0.3980 da ordenada mdxima. Esta fracgio corresponde aproxi-

madamente a 60 % da altura (y,) da curva (valor exato: 60,66 %). Basta
assim medir a abcissa de um ‘ponto da curva situada 2/5 abaixo do pico.

Este ponto corresponde também ao ponto de infleccio da curva normal, onde -

a tangente atinge um angulo maximo com a base. Podemos calcular a orde-
nada (v;) do ponto de infleccio pela formula

(Formula 23.).
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Uma vez determinado o valor de ¢ e calculada a area pela formula 22,
podemos tracar a curva inteira por meio da seguinte relagio entre as abcissas

e ordenadas de alguns pontos da curva normal.

ABCISSA ORDENADA
] ¥m
03 o 0,885 ¥m
1.0 o 0,606 ¥
1.5 a 0,325 Ym
20 o 0,135 ¥m
33 o ﬂ,m}" ¥em

O dltimo valor da ordenada na tabela acima ¢ praticamente zero e podemos
concluir que para fins priticos a base da curva tem um comprimento de
33 6 + 3,3 0 = 6,6 0. Quando os picos estio bem separados de tal ma-
neira que a area entre eles toca a linha da base, nio ha nenhuma dificuldade
na anilise geométrica; mas em geral as condiges experimentais nio permitem
chegar até a separacio total das divisas. Nestes casos podem surgir virias com-

. plicagoes :

a) Duas divisas parcialmente superpostas
1 — sem modificagio da altura dos picos
2 — com modificagio da altura de um pico
3 — com modificagio da altura de dois picos

b) Tres divisas parcialmente superpostas.
Verificamos que ha sempre nos lados extremos de cada perfil uma parte

da curva que provém de uma tunica divisa. Aproveitamos assim dois pontos
naquela parte da curva para calcular o resto e determinar o valor do parimetro o

pela formula

2 In yi1/ya

onde x; é a abcissa do ponto P; e x2 do ponto Pa.
¥1 € va sio as ordenadas correspondentes. Transformando em logaritmos comuns,

vamos obter

(Féormula 24.)
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A analise geometrica do perfil compreende, em resumo, os seguintes passos:

1.9)
2.)
3.9)

4.9)

5.0)

6.9)

7.9)

9.9)

10.9)

Aumentar o perfil fotografico por projecio ou com pantografo para
obter uma copia ampliada.

Marcar a linha da base e os contornos do perfil, usando a margem
inferior no caso de linhas grossas.

Indicar o ponto de origem, i.e. a posigao inicial da divisa antes da
passagem da corrente.

Tracar linhas perpendiculares a linha da base através dos picos do
perfil, indicando assim a posigio das divisas que sdo discerniveis a
primeira inspecgio.

Escolher dois pontos na parte mais avancada do perfil, determinar
suas ordenadas e abcissas a partir da ultima ordenada maxima e
calcular o pela formula 24.

Marcar a base da curva, (= 6,6 o) e observar si ela corresponde ao
ponto mais avancado do perfil. Siisso nio for o caso, um dos pontos

escolhidos niio faz parte da mesma curva e o contorno total nao corres-

ponde a uma tinica divisa mas a duas ou mais que estio parcialmente
superpostas. Neste caso pode-se usar a medida da metade da base
real, do ponto mais avancado até o pé da primeira ordenada maxima,
nara caicular ¢ e tracar entio os contornos da primeira divisa pela
tabela acima, deduzindo o valor de (y.) do ponto de inflecgao.
Tragar provisoriamente a outra metade da curva, tomando-a como
simetrica em redor da ordenada maxima. A vernficagio posterior da
soma das alturas em wvarios pontos permite descobrir si alguma das
curvas nio foi simétrica e corrigir o desvio.

Observar em que ponto a primeira curva se afasta do perfil e deter-
minar a abcissa deste ponto a partir da segunda ordenada maxima.
Esta distancia é a base da metade mais avangada da segunda curva.
Continuar desta maneira até analisar todo o perfil, conferindo sempre
a soma das alturas e marcar a diferenca, onde houver, como nova
ordenada, descobrindo assim as divisas escondidas.

Calcular a area em baixo de cada curva pelas formulas indicadas e
medir as distancias das ordenadas maximas a partir do ponto de
origem, para determinar a mobilidade, lembrando-se de dividir pelo
fator de aumento linear da maquina fotografica e da ampliagio da
copia.

h) Cadlculo da mobilidade aparente

A mobilidade electroforética é definida como a velocidade num campo de
forca H == 1. 51 (w) é o caminho percorrido no tempo (t), entio
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L'l w

L p— e a mobilidade u

t A H t H

O campo de forca (H) é uma fungio da corrente:

I onde 1 = corrente em amperes
= () = area transversal da célula
0O k k = condutibilidade especifica
Assim vamos obter
wk_ 0O
S
u \ =

: It

(Formula 25.)

onde (w) é o caminho em centimetros percorrido pela divisa em (t) segundos,
num meio de condutibilidade (k ) através de um tubo de secgio transversal de

(Q) cm? sob o impulso de uma corrente eléctrica de (I) ampéres. Também,
I=0%k_E
S

onde (E) é a voltagem por cm na célula, dando

(Formula 26.)

Ha, entretanto, certa dificuldade técnica em medir a queda de potencial na
célula e porisso preferimos usar a formula 25. embora ela exija conhecimento da
condutibilidade. Esta pode ser determinada aparte, colocando uma célula de
condutibilidade num banho da mesma temperatura do experimento electroforético
e usando o método de Kohlrausch para medir a condutibihdade com uma ponte
de Wheatstone, alimentada por corrente alternada de alta ciclagem, e que tem um
alto-falante ou um olho eléctrico no lugar do galvanometro. (Figura 42).
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Ficura 42

VI) RESUMO

Nesta primeira parte do seu trabalho, os autores apresentam a teoria da
electroforese de particulas coloidais. Eles explicam os métodos em uso, dando
detalhes da técnica e indicando os processos de anilise das observagoes electro-
foréticas.

SUMMARY

In this first part of their publication the authors present the theory of
electrophoresis of colloidal particles. They explain the methods in use, giving
details of the technique and indicating the processes of analysis of electrophoretic
observations. |

LZUSAMMENFASSUNG

In diesem ersten Teil ihrer Arbeit geben die Autoren einen Uberblick iiber
die Theorie der Elektrophorese von kolloidalen Teilchen. Sie erkliren die
verfligharen Methoden, zeigen Einzelheiten der Technik und der Analyse vor
elektrophoretischen Beobachtungen.

LISTA DOS SIMBOLOS USADOS

A = amperimetro

AG = agitador

B = Dbanho

BV = bomba de vicuo

C = constante da forma da particula
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CE = céluia electroforética
CG = chave geral da entrada de 110 volts, corrente alternada
D = constante de difusio
E = tensio em volts
EM = exo do motor da lamina hor’zontal
F = irea da formula de Wiedemann
FIL. = fendas e liaminas do sistema Optico
FO = motor do fecho da objetiva
G = |geladeira do banho
H =  iforca do campo elétrico
| = correntc em ampéres
K = incrcmento especifico da refragio
L = limpada
LC = motor da lamina e chapa
IS = lente “Schlieren”
M = numero de particulas
N = namero de Avogadro
O = objetiva
OT = tubo Optico
P = ponto da curva de Gauss
Q = drea da seccio transversal da célula
R = relégio
RC = retificador da corrente
S = diafragma da lampada
SS = motor da seringa sincronizada
T = temperatura absoluta
TG = termoregulador do banho
TL = transformador da limpada
TR = trilho do sistema oéptico
V = voltmetro
VF = wvuro fosco
Z = lente cilindrica
lado A = lado ascendente da célula
lado D = lado descendente da célula

grossura da célula electroforética
d’stancia entre célula e fenda

concentragio
grossura da camada eléctrica dupla de Helmholtz

carga do electron

plano de contacto de duas solugles

constante de proporcionalidade

altura na célula

espécie idnica 3

relacio entre o movimento da chapa ¢ o movimento da Hmina

matbandl AL T T N T
| | O T T | I
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k constante de Boltzmann
kg condutibil.dade especifica

fator de aumento da maquina fotografica
indice de refracio

probabilidade estatistica

carga electrica

raio de particula esférica

fator de auménto da formula de Wiedemann
tempo

mobilidade electroforética

velocidade electroforética

caminho tracado pela imagem da divisa
abcissa da curva de Gauss

ordenada da curva de Gauss

valéncia

fraccio da globulina plasmatica

fraccio da globulina plasmaética .
fraccio da globulina plasmaética

desvio vertical da luz

constante di-eléctrica

potencial electrocinético

constante de viscosidade

angulo de fenda inclinada

constante de Debye e Hiickel

1 1€ [ £ £ £ £ £

N D2yl ol DANY Y £ 48 ~w "00 DY

w = forga ionica

a — desvio padrio da distribuicio de Gauss
¢ = fibrinogénio

A = diferenca

= = soma
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